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骨形成因子を用いた異所性骨形成に関する
　　　　　　　　　　　実験的研究
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【要旨】我々は脊柱靭帯骨化機序解明のため，自然発症型靭帯骨化モデルである．Zucker　fatty　ratを用い
研究を行ってきた．今回，BMP（Bone　morphogenetic　protein）を抽出し，それをZucker　fatty　ratに投
与し，骨化素因の有無によるBMPの効果発現の差異を組織学的・生化学的に検討した．
　実験動物として，骨化素因を持つ肥満型Zucker　fatty　rat（fatty）3カ月齢25匹，対照として骨化素因を
持たない非肥満型Zucker　fatty　rat（non－fatty）3カ月齢25匹を用いた．使用するBMPは成牛脛骨を用い
4M塩酸グアニジンにてあらかじめ抽出しゲル濾過にて部分精製した．分子量を測定後，　BMPを門生アテロ
コラーゲン溶液と混和し，これを3カ月齢のfatty・non－fattyの大腿部筋肉内に注入した，注入後4，7，14，
21日目に屠殺し，血清ALP値を測定し，　softex撮影後大腿部冠状断の病理組織標本を作製し観察した．そ
の結果，Non－fattyでは4日目には明らかな組織学的変化はなく，7日目に軟骨様細胞出現，14日目に軟骨様
細胞肥大化，21日目75％に骨様組織形成をみた．これに対しfattyでは4日目に既に軟骨様細胞が出現し，
7日目に軟骨様細胞の肥大化，14日目に約75％，21日目には全例に二様組織形成を認め，一部は環状構造を
呈した．また，血清ALP値は特に7～14日目にnon－fattyに比しfattyで急激な上昇を示し，変動に有意な
差を認めた．以上よりBMP注入による内軟骨性骨化誘導において，　fattyではnon－fattyに比し特に軟骨様
細胞分化誘導までの過程が促進される傾向がみられた．このBMPに対する易反応性が，　fattyの骨化素因の
一つであることが示唆され，ヒトの脊柱靭帯骨化の全身的素因を考察する上で，参考になると思われた．
緒 言
　従来骨代謝は，骨芽細胞や破骨細胞の活性を調節
する副甲状腺ホルモン活性型ビタミンDなどのホ
ルモンを中心に研究が進められてきた．しかし，最
近局所因子として骨や軟骨に存在し，局所的に作用
して骨代謝を制御していると考えられる，生理活性
物質についての種々の研究が報告されている．
　特に骨や歯基質に多く存在して未分化間葉系細胞
に作用し，内軟骨性骨化を経て骨組織を誘導する物
質は，骨形成因子（Bone　morphogenetic　protein，
以下BMP）と命名され，その抽出および精製，分析
は脊柱靭帯骨化症をはじめとする全身的，局所的骨
疾患の基礎的研究においてきわめて重要と考えら
れ，様々な試みがなされており，さらに骨欠損など
に対する臨床応用も徐々に研究されつつある1）．
　これまで，我々は自然発症型靭帯骨化モデルであ
る常染色体劣性遺伝型Zucker　fatty　ratを用い，脊
柱靭帯骨化の病態解明を行ってきた．この実験モデ
ルでは，自然発症として脊柱後縦靭帯骨化症が発症
し，その骨化機序は全身的骨化素因と局所的骨化因
子の関与が強く示唆されている．今回，BMPを抽出
し，それを非肥満型と肥満型のZucker　fatty　ratの
語群の筋肉内および心内に投与し，骨化素因の有無
によるBMPの効果発現の差異を組織学的，生化学
的に検討したので若干の文献的考察を加え報告す
る．
方 法
1．実験材料
BMPは高温（12カ月齢雄）の脛骨皮質を用い，あ
らかじめ抽出した．実験動物として，specific　path一
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ogen　freeの条件下に飼育された，骨化素因を持つ常
染色体劣性遺伝の劣性Homo遺伝子型の肥満型
Zucker　fatty　rat（以下fatty）3カ月齢雄30匹，対
照としてHeteroまたは優性Homo遺伝子型の骨
化素因を持たない非肥満型Zucker　fatty　rat（以下
non－fatty）3カ月齢雄30匹，　wistar系rat（以下
wistar）3カ月齢雄30匹を用いた．
　2．BMP抽出および活性の検定
　BMP抽出は，成牛脛骨から有機溶媒で脱脂後，
0．6N塩酸での脱灰と4M塩酸グアニジン溶液での
抽出を行う花村ら1）の方法に準じ，これに多少の改
良を加えた．またこの方法では屠殺場にて屠殺後に
廃棄される成牛の脛骨を使用するので，実験のため
に新たに動物を殺傷する必要がなく，動物実験を行
う上での倫理的な問題も比較的少ないと思われる．
　成牛脛骨より軟部組織及び骨髄を可及的に除去
し，皮質骨のみを集め，これをマキノ式ハンマーク
ラッシャーにて粉砕し約3mmの穎粒状とした．以
下の処理は特にことわりのないかぎり，すべて4℃
で行った．骨粉を0．005Mアジ化ナトリウム水溶液
で十分に洗浄し，5倍量のメタノール・クロロホルム
（1：1）で6時間脱指した後，10倍量の0．6N塩酸で
12時間ごとに液を交換しながら48時間脱灰した．
これを蒸留水にて十分洗浄し，塩酸を除去してから
8M塩化リチウムにて処理した後，再度蒸留水にて
洗浄し，24時間かけて凍結乾燥し，脱灰骨基質を作
製した．
　この作製した脱灰骨基質をプロテアーゼ阻害剤1
mMベンジルスルポニルフルオライドを含む6倍
量（vol／wt）の4M塩酸グアニジン溶液にてス広田
ラーで撹拝しながら24時間抽出した．これをガー
ゼ，濾紙（No．1東洋濾紙株式会社製），ガラスフィ
ルター（GC90東洋濾紙株式会社製），メンブランフ
ィルター（0．45μmアドバンテック社製），滅菌フィ
ルターユニット（0．2μmミリポア社製）にて減圧濾
過して不溶成分を除去し，滅菌した．次に抽出液の
4M塩酸グアニジンの濃度が0．5Mになるように蒸
留水に対して透析希釈を行うと，白色沈殿が生じる．
本研究の透析膜には，スペクトラム社製のスペクト
ラ／ボア1，分画分子量6000～8000を使用した．生じ
た沈殿を遠心分離（18000rpm，15分間）して回収し，
蒸留水で十分に洗浄を行った後，凍結乾燥した．こ
れを粗製BMPとし，その5mgを0．5％酸性アテロ
コラーゲン溶液0．2mlと混合し，40℃に加温して調
整し，wistarの大腿部筋肉内に注入した2）．3週間後
に注入部を摘出し，ヘマトキシリン・エオジン染色
をほどこして鏡検し内廓骨性骨化誘導の活性のみら
れることを確認した（図1－a）．
　3．BMPの精製および分析
　活性を確認した粗製BMPを4M塩酸グアニジン
溶液にて再溶解し，以下の精製・分析を行った．ま
ずアミコン社製ダイアフローメンブレンYM100お
よびYM3を用いて限外濾過を行い，100000以上と
3000以下の分子量をもつ蛋白質を除去した後，高速
液体クロマトグラフィーを用いて，ゲル濾過をおこ
ないさらに部分精製した．高速液体クロマトグラフ
ィーは同じ4M塩酸グアニジン溶液で平衡化した
Superose12（Pharmacia細謹，12　mm×500　mm）を
用い，流速1ml／分とし，280　nmで吸光度計測し，
フラクションコレクターで1mlずつ分取した．採取
したものを各フラクションごとに前述と同様の方法
にて透析希釈を行って回収し，蒸留水で洗浄後凍結
乾燥し，一80℃で冷凍保存した．
　さらに得られた各フラクションを，Laemmli3）の
方法に準じてSDSポリアクリルアミドゲル電気泳
動にて分子量測定を行った．ゲルはゲル濃度勾配が
10％の電気泳動用グラジエントゲル（第一化学薬品
製）を用い，電気泳動用緩衝液は，0．1％SD／SO．025
MTris－HC1／0．192　M　GIycine　pH　8．4を用いた．
試料は0．001％PBP／1％SDS／25％Glycerol／
0．0625MTris－HCI　pH6．8中で100℃で2分間加
熱して変性させ，60mAで1時間20分泳動を行っ
た．これを電気泳動用銀染色試薬第一（第一化学薬
品製）を用いて銀染色をした．分子量測定用の標準
蛋白質としてBio－Rad社製の電気泳動用標準蛋白
質（低分子量領域用）を使用した．
　以上の分画のうち，最も活性の強い分画を精製
BMPとして凍結乾燥保存し，以下の注入実験に用
いた．
　4．BMPの注入および観察
　注入法は，前述のごとく精製BMP　5　mgを0．5％
酸性アテロコラーゲン溶液0．2mlと混合して，40℃
に加温して調整した上で，これを3カ月齢のfatty，
non－fatty，　wistarの大腿部筋肉内にそれぞれ注入し
た．注入後4日目，7日目，14日目，21日目に屠殺
し，ソフテックス撮影，血清アルカリフォスファタ
ーゼ値測定後，大腿部冠状断のヘマトキシリン・エ
オジン染色，トルイジンブルー染色にて病理組織標
（2）
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図2BMPの部分精製と分子量測定
　　　吸光度測定により得られた5つのピークのうち⑤を含むフラクションにBMP活性が．みられ，電気泳
　　　動にて，分子量18，000～20，000に3本のバンドを認めた．
本を作製し，光顕にて観察した．血清アルカリフォ
スファターゼ値は屠殺時に採取した血液をサンプル
とし，測定はBessey↓owry法に準じて行った（図
1－b）．
　　　　　　　　　　　　　　　結　　　果
1）BMPの分析および精製
高速液体クロマトグラフィーによる部分．精製後の
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図3　ソフテックス所見
　　non－fattyではBMP注入後14日目で初めて石灰化陰影が出現するが，　fattyで
　　は7日目で既にみとめられる．（写真中の矢印は石灰化部を示す）
各フラクションの吸光度を経時的に測定したグラフ
にて，Ratへの投与により，ピーク⑤を含むフラクシ
ョンに内軟骨性骨化誘導を認め，他のフラクション
には明らかな活性は認めなかった．
　これをSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動に
て分析すると，分子量18，000～20，000に3本のバン
ドを認めたが，それぞれのバンドはいくつかの
BMP　subunitの集合体である．特にピーク⑤を含む
3本のfraction　tubeのうち，分子量18，000のバン
ドを強く示したものが最もBMPとしての生物学的
活性も確実かつ強力であり，内軟骨性骨化の活性が
最も強いとされるBMP2と，それと並存するとされ
（4）
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non－fatty
　　　　　　　　fatty
a．注入後4日目（H．E．染色）
　non－fattyでは炎症性細胞のみ認めるが，
fattyではすでに軟骨様細胞が出現している．
　　　　　　　　　　図4
　　　　　　　non－fatty
　　　　　　　　　fa廿y
b．注入後7日目（H．E．染色）
　non－fattyではようやく軟骨様細胞が現れ
初めるが，fattyでは一部に骨様組織も認める．
BMP注入部病理組織（1）（大腿四頭筋）
　　　　　　　　nonイatty
　　　　　　　　fatty
a．注入後14日目（HE．染色）
　non－fattyでも骨様組織を認めるようにな
り，fattyでは骨様組織がより明瞭になる．
　　　　　　　　　　図5
　　　　　　　　nonイatty
鮮 ・づ・・一》＜・こ爵聖さ灘愛二讐華曲’誠論p灘
・3箪蟹《銀盤＿罵織鞍騨
　　　　　　　　　　　　　　　　　fatty
　　　　　　　　b．注入後21日目（H．E．染色）
　　　　　　　　　non－fattyでも骨様組織が明瞭になり，fatty
　　　　　　　　では骨様組織が環状を呈するようになる．
BMP注入部病理組織（2）（大腿四頭筋）
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るBMP5を多く含む分画が主体と推定される．尚，
ピーク①～④はBMP抽出時に除去しきれなかった
血球などの比較的高分子量の様々な蛋白質が描出さ
れたものであり，BMPの活性には全く関与しない
（図2）．
　2）　ソフテックスによる観察および病理組織学的
　　所見
　ソフテックス写真にて石灰化および骨化を確認す
ると，Non－fattyでは注入後14日目にして初あて石
灰化陰影が出現するようになり，21日目でようやく
ほぼ100％に認められる（図3－a）．これに対し，fatty
では7日目で既に約60％に石灰化陰影が出現し，14
日目にほぼ100％に認められるようになる．すなわ
ちX線上の石灰化をはじめとする変化がfattyの
方がNon－fattyより早期に起こることがわかる（図
3－b）．
　BMP投与後4日目のヘマトキシリン・エオジン
染色による病理組織像にて，Non－fattyでは，炎症性
細胞の浸潤を認めるのみであるが，fattyでは既に軟
骨様細胞が出現するようになり，一部は島状に集籏
しているものもみられる（図4－a）．
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図6観察期間とStage分類
　　stage　I軽度の炎症性細胞浸潤以外認めないも
　　の
　　stage　II軟骨様細胞が出現し，島状に集回して
　　いるもの
　　stage　III骨様組織が出現するもの
　　stage　IV骨様組織が環状を呈するもの
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　投与後7日目では，non－fattyにも軟骨様細胞が現
れ始めるが，fattyではさらに反応が進み，軟骨様細
胞が増加・肥大し，一部に骨様組織の出現まで認め
るようになる（図4－b）．
　投与後14日目では，non－fattyで軟骨様細胞の肥
大・増加，一部に骨様組織が出現し，fattyではほぼ
全例に著明な骨様組織を認める（図5－a）．
　投与後21日目に，non－fattyでほぼ全例に骨様組
織を認めるようになるが，fattyではこの時期になる
とさらに骨様組織が環状を呈する様になる．また全
体に破骨細胞様の巨細胞がみられ，骨の改変が起こ
っていることが示唆された（図5－b）．
　以上の所見に基づき，BMP注入後の変化につい
て病理組織学的stage分類を行った．炎症性細胞の
浸潤以外には認めないものをstage　I，軟骨様細胞が
出現し，歯状に集票しているものをstage　II，骨様組
織が出現するものをstage　III，骨様組織が環状構造
を形成するものをstage　IVとした．この分類に従
い，BMP注入後観察期間とstageの関係をグラフ
で示してみると，Non－fattyに比較しfattyの方が，
stageの進行が速やかであることが明瞭であり，特
に軟骨細胞出現までの期間が比較的短い事がわかる
（図6）．
　さらにStage分類とソフテックスにおける石灰
化陰影の出現との関係をみると，Stage　I・IIでは石
灰化陰影は全く見られないが，stage　III・IVにおい
て高率に石灰化陰影を認めた．また組織学的に同
stageであれば石灰化陰影出現に関して，　fattyと
non－fattyの間に有意な差を認めなかった（図7）．
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図7Stage分類と石灰化陰影出現（ソフテックス）
　　との関係
　　fatty，　non－fattyともにStage　I・IIでは石灰化
　　陰影は全くみられないが，Stage　III・IVにおい
　　て高率に認めた．
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図8血清アルカリフォスファターゼ値の経時的変
　化
　Non－fatty，　wistarに比してfattyでは7～14
　　日目に急激な増加がみられる．
　3）血清アルカリフォスファターゼ値の生化学的
　　測定
　最後にBMP投与後の血清アルカリフォスファタ
ーゼ値を測定し，その経時的変化をみると，Non－
fattyとwistarでは変動に殆ど有意な差がなかった
が，fattyでは特に7～14日目にnon－fatty，　wistar
に比して急激な増加がみられ，さらに21日目以降は
減少傾向を示し，Scheffeの基準にてISDで有意な
差が認められた（図8）．
考 察
　1）　BMP抽出，精製について
　本実験におけるBMPの抽出は，1：1クロロホル
ム・メタノールによる脱脂にて抗原性を極力除去し
た後，0．6N塩酸で脱灰し，これを4M塩酸グアニジ
ンにより処理してBMPを抽出しており，これをさ
らに限外濾過および逆相高速液体クロマトグラフィ
ーにて比較的効率良く精製できた．
　BMPの抽出および精製は，全身的，局所的骨疾患
への臨床的応用，および種々の異所性骨化をきたす
疾患への基礎的研究において極めて重要と考えら
れ，従来より様々な試みがなされてきた．BMPとし
ては，Butlerら（1977）4）がラット脱灰歯牙基質から
コラゲナーゼ消化法を用いた抽出方法を初めて報告
した．さらに高岡ら（1980）5）がマウスのDann骨肉
腫から，4M塩酸グアニジン（GuHCI）を溶媒とした
抽出法を，Uristら（1982）6）7）が6M尿素を溶媒とし
た抽出法を開発した．本実験：でも4M塩酸グアニジ
ンを溶媒として用い，花村ら1）の方法に準じ，さらに
より効率よく抽出されるための工夫を加えて行って
いる．6M尿素を溶媒とした抽出も行ったが，抽出の
効率のうえでは，4M塩酸グアニジンを溶媒として
使用した場合のほうが良いように思われた．
　Mikulskiら8＞はBMP作製の処理過程における
各段階の抗原性について検討し，1：1クロロホル
ム・メタノールによる脱脂が最も有効で，かっ骨誘
導能にも影響を及ぼさないと報告している．実際に
今回の実験では，BMPは成牛より抽出し，これを異
種動物であるratに注入しているが，組織学的にみ
た範囲ではごく初期に炎症性の細胞浸潤が認められ
るものの，それ以降は著しい異物反応は殆ど認めら
れなかった．
　Uristら9）やWangら’o）は，　BMPの精製にハイ
ドロキシアパタイト・クロマトグラフィーと逆相高
速液体クロマトグラフィーを順次使用し，主として
分子量30000，18000，16000の成分に骨誘導能を認
めたとしている．このようにBMPの精製の手段と
しては，クロマトグラフィーによるものが殆どで，
SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動において単
一バンドになる程度に精製されているが，クロマト
グラフィーのみを繰り返し行う方法のみでは時間が
かかり，かつ精製されるに従って骨誘導能を有する
物質が量的に減少し，活性の検定に十分な量が回収
できなくなることもあり得る．そこで今回の実験で
は，精製は前述のごとく，抽出したBMPをまず限外
濾過を2回ずつ行い，不要な蛋白質を十分除去し，
クロマトグラフィーにかかる負担を軽減させた後，
逆相高速液体クロマトグラフィーにてゲル濾過を行
いさらに部分精製した．これにより，同等な精製を
はるかに短い時間で行うことが可能で，またより純
粋なものを得られると考えている．これにより得ら
れたBMPは，　ratへの注入で骨誘導能を有するこ
とが，確認された．
　2）BMPの分子量測定
　本実験において部分精製した論旨脛骨のBMP
は，SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動を用いた
分析により，18000～24000の分子量をもつ3本のバ
ンドとして認められており，これはいくつかの
subunitが3つのバンドのグループとして確認され
と推定される．従って今後さらに分離した状態で
の分子量測定が要求されることになろうと思われ
る．この結果は，Dunn骨肉腫のBMPの分子量とほ
ぼ等しい結果となっている．
　BMPは従来研究されてきたTransforming
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Growth　factor一βなどの局所性の成長因子のsuper
familyと考えられており，現在ではBMP　1～7まで
のsubunitが確認され，そのアミノ酸配列の解析が
ある程度なされ，明らかになりつつある．これまで
Dunn骨肉腫のBMPは分子量22000の塩基性疎水
性蛋白質11），成牛鼠紙のBMPは分子量27000の蛋
白質であるとした報告があるが12），Uristら13）は
BMPの分子量17500の成分についてエドマン分解
法によりアミノ末端25残基まで解析し，ピストンの
構造に類似し，また由来細胞の違いによるBMPの
アミノ酸配列の違いが存在することを報告してい
る．
　3）脊柱靭帯骨化症について
　後縦靭帯骨化症をはじめとする脊柱靭帯骨化症
は，いまだにその原因や病態は完全な解明はなされ
ていない．靭帯骨化発生の機序に関しては，これま
でのいくつかの報告から内軟骨性骨化の所見が多く
得られているが14），いかなるfactorがどのように関
与して起こるかは，不明な点が多い．また，脊髄症
状を呈する脊柱靭帯骨化症は，臨床的に発見される
時点では，すでに靭帯骨化の盛んな形成期を過ぎた
ものがほとんどであるため，従来より明らかにされ
つつある病理組織学的所見は，形成途上の変化を表
しているとは断言できず，本症の発症機序は完全に
は明らかにされていない15）．
　後藤ら16）は，脊柱靭帯骨化症の病理像，骨組織動
態は，生理的骨形成にみられる規則性を多分に有す
る異所性骨化であるとし，本症の病態は，骨の形態
的・量的恒常性バランスの異常であろうとしている．
骨形成の調節メカニズムとして，これまでに3つの
系統が知られている．第一は，副甲状腺ホルモン，
カルシトニン，活性型ビタミンD3などの，血中カル
シウム・リン濃度の恒常性維持に関与するホルモン
群であり，第二は，力学的負荷に反応して骨形態や
面出を適合させる機構である．さらに第三のメカニ
ズムとして，骨に局在する生理活性物質による骨形
態・旨旨調節機構がある．この骨，軟骨に局在する
成長因子群は，Transforming　Growth　factor・βな
ど数多く知られているが17），未分化間葉系細胞に作
用して骨組織まで完全に形成し得るのは，BMPの
みである．BMPは生理的に骨基質中に存在し，骨の
修復反応や骨のremodelingにおいて，骨形成を促
進し得るとされている．従って，遺伝的素因，力学
的負荷，代謝異常など何らかの機序により，BMPの
活性化二進あるいはBMPに対する応答性充進が生
じた場合に，異所性骨化が起こるとの推論も成り立
つ．
　4）BMP注入によるZucker　fatty　ratにおける
　　組織学的変化
　これまで我々は脊柱靭帯骨化機序の解明のため，
自然発症型靭帯骨化症モデルであるZucker　fatty
rat（fatty）を用い，後二二骨化症を中心とする脊柱
靭帯骨化症および異所性骨化についての研究を行っ
てきた18）．このratは常染色体劣性遺伝をとり，初期
成人発症型糖尿病に類似した素因を有するもので，
当教室でのこれまでの研究から自然発症型の靭帯骨
化を高率に起こすことが知られている．従って，こ
のratの靭帯骨化を研究することにより，ヒトの脊
柱靭帯骨化症の原因解明や，それに基づく治療法の
確立に寄与できるものと考えられる．
　その自然発症の状態における病態生理をみると，
後縦靭帯骨化は，生後14カ月齢で約23．8％に認め
られるという結果があり，靭帯線維の椎体への付着
部を中心に，線維芽細胞，軟骨様細胞の増殖が認め
られる．後縦靭帯骨化の前駆状態として靭帯肥厚が
考えられているが，追記的な病理像の観察からfatty
の後縦靭帯肥厚の過程を推察すると，靭帯に肉眼的
変化のない5カ月齢位からまずEnthesis部の細胞
増殖がみられ，それに伴い靭帯基質の形成，増加が
生じ，靭帯幅が増大する．そして同じ部位で軟骨様
細胞の出現，増殖もみられ，これに伴った軟骨基質
の形成から靭帯肥厚が起こるものと考えられてい
る．さらに軟骨様細胞の増殖した靭帯肥厚部では，
石灰化部位，骨化巣が認められることから，これら
の変化が靭帯骨化の前駆状態の一面を示していると
言える18）．
　このような靭帯の内軟骨性骨化がfattyにおいて
極めて活発に起こる要因として，いかなるものが関
与しているかを考察すると，全身的要因として骨化
素因の存在が推測され得る．前述したCa，　Pなどの
全身的な代謝機構の異常などによる異所性の石灰化
も関与していると考えられるが，BMP等のサイト
カインによる局所的な作用に何らかの特殊性を有す
る可能性も大きいと考えられる．特にサイトカイン
の中でも，BMPは他に比して，未分化間葉系細胞か
ら軟骨細胞分化，軟骨基質形成を経て骨芽細胞分化
と骨形成にいたるいわゆる内軟骨性骨化をその全過
程において誘導し得ることがこれまで報告されてお
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り，fattyの異所性骨化を促進する素因との関連が極
めて濃厚といえる．
　そこで今回の実験では抽出したBMPをfattyの
大腿部筋肉内に注入し，その反応性の違いを対照に
対する分化した組織の形態学的な差異の有無とその
反応に要する時間的な差に注目して観察した．対照
としてnon－fattyとwistar（wistar系rat）を選び，
これらにもfattyと同様の実験操作を行った．
　前述の方法で抽出，精製して入手した精製BMP
を各ratに注入し，ヘマトキシリン・エオジン染色に
より光顕的に観察すると，non－fattyでは投与後7日
目で初めて軟骨様細胞が現れ初め，14日目でようや
く二様組織を認めるようになった．これに対しfatty
では，4日目で既に軟骨様細胞が出現し，7日目で骨
様細胞の形成がみられるものもあり，さらに21日目
になると骨様構造が環状を呈するものが多くなり，
fattyとnon－fattyではその反応速度に顕著な差が
みられた．また，骨化部をトルイジンブルー染色に
て観察すると，全体に破骨細胞様の巨細胞がみられ，
骨の改変が起こっていることが，示唆された．
　Wangら10）のBMPの移植による骨誘導能の検
定の報告によると，BMPによる骨誘導は移植後7
日目に間葉系細胞が集合し，一部軟骨様細胞が出現
し，14日後には軟骨細胞の肥大化と新生骨の添加と
ともに血管の侵入が認められ，21日後にはほぼ完全
な骨組織となり骨髄組織も成熟するとしており，
Uristらもこれとほほ伺様の報告をしている．すな
わち，BMPは軟骨誘導を起こし，生体内では骨形成
にまで至り，その際関与する細胞は未分化間葉系細
胞とされている19）20）．これと比較すると，wistarや
non－fattyではほぼこの報告と一致した結果となり，
比較的典型的な内軟骨性骨化の経過を標準的な反応
速度でたどっているといえる．これに対しfattyで
は軟骨様細胞出現・骨様組織形成などの変化すべて
が速やかで，とりわけ軟骨細胞に分化するまでの時
間が短期間であり，BMPに対する反応性が極めて
高いことが，上記の結果よりうかがえる．
　しかしながら，本研究では全てのratにおいて，骨
組織の形成をみたものの，21日目ではどのratでも
完全な骨構造すなわちラメラ構造等の出現までは認
められず，この点がWangらの報告と違っていた．
現在のところ21日目までの経過観察が主体である
が，今後長期に観察し，ラメラ構造等の出現の有無
やこの骨様組織が吸収されることなく骨として存続
し得るものか否か，確認する必要があろうと考える．
　以上のfattyとnon－fattyにおける差異は，　BMP
に対する反応の時間的経過において著明にみられる
が，同じstageと思われる組織切片では病理組織学
的に細胞の形態にも，骨・軟骨基質の状態にも明ら
かな違いは認められなかった．さらに，ソフテック
ス撮影の結果から 石灰化の時期についても組織学
的変化と同様にfattyの方が速やかにおこることが
はっきりしたが，組織学的に同stageであれば，石灰
化陰影出現に関し，fattyとnon－fattyの間に有意な
差を認めなかった．これらのことはBMPに対する
反応性という点でみると，病理組織学的にも，石灰
化という局所におけるカルシウム代謝の面からも，
両者の間には，明らかな相違を有さないにもかかわ
らず，反応の時間的差異のみが明瞭に認められたこ
とになる．
　では，この両者の間におけるBMPに対する反応
性の違いはなにに起因するのであろうか，その可能
性として，以下のものが仮説として考えられる．
①fattyではnon－fattyに比して，　BMPに対応する
receptorの数が多い．
②receptorからの情報を伝えるchemical　media－
torなどの伝達系の反応が，　fattyの方が速やかであ
る．
③BMPの作用に対し，相乗効果を示すサイトカイ
ンなどの他のfactorのはたらきが，　fattyの方が活
発である．
④BMPの反応を阻害するinhibitorがnon－fatty
に比してfattyでは少ないか，もしくは活性化され
にくい．
⑤fattyとnon－fattyでは，主として作用するBMP
のsubunitが違うために，そのBMPのsubunitの
生物学的活性の強さに骨化の反応速度が支配され
る．
⑥BMPが他のchemical　mediator等と同様に，細
胞や基質の特定のcapsule内に貯留されていると仮
定するならば，そこからの放出機構に違いがあるこ
とも考えられる．
　以上のことを，さらに詳細にみていくためには，
今後fattyの組織培養または細胞培養のin　vitroの
実験系に発展させることにより，厳密に調節された
条件下で，様々なfactorの作用や相互の関連を探っ
ていく必要があろうと考える．
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　5）B：MP投与時における血清ALP値の変動
　BMPの投与による内軟骨性骨化の誘導に際し
て，骨芽細胞に作用しそのALP活性を高めること
がこれまで報告されており，in　vitroでもこれはあ
る程度確認されている．そこで本実験ではBMP投
与後のfattyとnon－fattyのALP活性の変動をそ
れぞれ経時的に測定し，その反応性の相違を調べて
いるが，non・fattyに比しfattyでは7日目から急激
な増加がみられ，さらに21日目頃からは，早くも減
少傾向を示しており，統計的に有意な差が認められ
ている．これを組織学的な変化と照らし合わせてみ
ると，軟骨芽細胞・骨芽細胞の分化の最も盛んな時
期に一致して上昇し，骨組織の形成がある程度進ん
だ段階で減少傾向を示すことがわかる．従って，血
清ALP値の変動をつかまえることにより，内記骨
性の異所性骨化の指標とし得る可能性があるが，血
清ALP値は骨化のみの特異的反応ではないため，
今後，fibronectinなど指標となりそうな他のマーカ
ーを検討し，それらの骨形成に伴う変動を組み合わ
せることにより，より確実性の高い骨化の診断法を
見いだし，臨床診断に反映する必要があろうかと思
われる．
結 語
①成牛脛骨より抽出したBMPの，　Zucker　fatty
ratへの筋肉内注入より，non－fattyでは21日目に，
fattyでは14日目に骨組織の形成を認めた．
②BMP注入による内生骨性骨化誘導の過程にお
いてfattyではnon－fattyに比し，特に軟骨様細胞へ
の分化誘導の期間が短く，他の過程においては明ら
かな差は認められなかった．
③BMP注入にて，non－fattyとwistar系ratの血
清ALP値には，有意な差は認められなかったが，
fattyではnon－fattyに比し，特に7日目以降に急激
な上昇を示し，その変動には有意な差を認めた．血
清ALP値はさらに検討の余地を残しているが，内
義骨性骨化による異所性骨化の指標となり得る可能
性がある．
④以上のBMPに対する易反応性が，　fattyの骨化
素因のひとつである可能性が示唆され，この実験モ
デルの骨化機序の解明が，ヒトの脊柱靭帯骨化の全
身的素因を考察する上で，参考になると思われた．
かかるBMPが，どのレベルで作用しているか，引き
続き検討を行っており，今後，in　vitroの培養による
実験系に移行することにより，receptorや伝達系の
生化学的検索を行っていくと同時に，他のサイトカ
インなどの局所因子，全身因子との相関関係につい
てもさらに検討を加える必要があると考える．
　稿を終えるに臨み，終始御指導，御校閲を賜りま
した恩師三浦幸雄整形外科教授に深甚なる謝意を表
します．また，本研究を進めるにあたり多大なる御
指導，御協力を賜りました友田樺夫生化学教授，並
びに今給黎篤弘教授，山本謙吾博士に深く感謝致し
ます．本論文の要旨の一部は第8回日本整形外科学
会基礎学術集会において発表した．
参考文献
1）　Hanamura，　H．　et　al：Solubilized　bone　mor－
　　phogenetic　protein　（BMP）　from　mouse　osteosar－
　　coma　and　rat　demineralized　bone　matrix．　Clin．
　　Orthop．　148：281N290，　1979
2）　Chiba，　M．：Histological　study　of　effect　of　Bone
　　morphogenetic　protein　derived　from　bovine　tooth
　　on　periosteum　in　rats．，　JBMM．　8（3）　：24”一29，　1990
3）　Laemmli，　U．K．：Cleavage　of　structual　protein
　　during　the　assembly　of　the　head　of　bacteriophage
　　T4．　nature．　227：680’v685，　1970
4）　Butler，　W．T．　et　al：Noncollagenous　proteins　of　a
　　rat　dentin　matrix　possessing　bone　morphogenetic
　　activity．　J．　Dent．　Res．　56：228”一232，　1977
5）　Takaoka，　K．　et　al：Solubilization　and　concentra－
　　tion　of　a　bone－inducing　substance　from　a　murine
　　osteosarcoma．　Clin．　Orthop．　171：274’x・280，　1980
6）　Urist，　M．R．　et　al：Solubilized　and　insolubilized
　　bone　morphogenetic　protein．　Proc．　Natl．　Acad．
　　Sci．　76：1828t一一1832，　1979
7）　Urist，　M．R．　et　al：A　bovine　low　molecular　weight
　　bone　morphogenetic　protein　（BMP）　fraction．
　　Clin．　Orthop．　162：219’一232，　1982
8）　Mikuluski，　A．J．，　Urist．　M．R．：An　antigenic
　　antimorphogenetic　bone　hydrophobic　glycope－
　　ptide　（AHG）．　Preparative　Biochemistry．　5：21
　　n－37，　1975
9）　Urist，　M．R．　et　al：Purification　of　bovine　bone
　　morphogenetic　protein　by　hydroxyapatite
　　chromatography．　Proc．　Natl．　Acad．　Sci．　81：371
　　”一375，　1984
10）　Wang，　E．A．　et　al：Purification　and　characteriza－
　　tion　of　other　distinct　bone－inducing　factors．　Proc．
　　Natl．　Acad．　Sci．　85：9484’一9488，　1983
11）　Takaoka，　K．　et　al：Purification　of　a　bone－in－
　　ducing　substance　（osteogenic　factor）　from　a
　　murine　osteosarcoma．　Biomed．　Res．　2：466”v471，
（10）
一　478　一 東京医科大学雑誌 第53巻第4号
　　1981
12）米良和彦：ウシ脱灰歯牙基質由来骨形成タンパク質
　　に関する研究．口科誌37：389～399，1988
13）　Urist，　M．R．　et　al：Preparation　and　bioassey　of
　　bone　morphogenetic　protein　and　polypeptide
　　fragments．　Methods　in　Enzymology．　146：294
　　’一312，　1987
14）斉鹿　実：脊柱後縦靭帯骨化症の形態からみた成因
　　および進展に関する研究．日整会誌61：1059～1072，
　　1987
15）都築陽之他：頚椎後縦靭帯骨化の病理組織学的所
　　見とその意義日整会誌55：387～397，1981
16）後藤澄雄：脊柱靭帯骨化症の成因論．整形外科
　　MOOK．　No．　50：131・一v145，　1987
17）　Centrella，　M．　et　al：Local　reguration　of　skeletal
　　growth；A　perspective．　Endocrine　Review．　6（4）　：
　　544’“v551，　1985
18）三浦幸雄他：Zucker　fatty　ratにおける石灰化アキ
　　レス腱基質の生化学的変化の検討．厚生省特定疾患
　　脊柱靭帯骨化症調査研究班平成2年度報告書，120
　　’一v123，　1991
19）　Nogami，　H．　et　al：Substrata　prepared　from　bone
　　matrix　for　chondrogenesis　in　tissue　culture．　J．
　　Cell　Biol．　62：510”一519，　1974
20）　Urist，　M．R．　et　al：Bone：Formation　by　autoind－
　　uction．　Science．　150：893’v899，　1965
（11）
1995年7月 古橋：骨形成因子を用いた異所性骨形成に関する実験的研究 一　479　一
Histological　Study　of　the　Effects　of　Bone　Morphogenetic　Protein
on　the　Tissues　of　Muscles　and　Tendons　in　Zuker　Fatty　Rats
Teruyuki　FURUHASHI
Department　of　Orthopaedic　Surgery，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　　　　　（Director：Pro£　Yukio　MIURA）
　　To　elucidate　the　mechanism　of　ossification　of　the　posterior　longitudinal　ligament　（OPLL），　studies　have
been　carried　out　in　the　Zucker　fatty　rat，　a　model　of　spontaneous　OPLL．　Bone　morphogenetic　protein
（BMP）　which　was　extracted　was　given　to　Zucker　fatty　rats，　and　the　difference　of　effects　of　BMP　in　the
presence　or　absence　of　ossification　factors　was　investigated　histochemicallY．
　　The　investigation　was　carried　out　in　30　obese　Zucker　fatty　rats　（fatty）　at　3　months　of　age　with　an
ossification　factor　and　30　non－obese　Zucker　fatty　rats（non一飴tty）of　the　same　age　without　an　ossification
factor．　BMP　was　extracted　with　4M－Guanidine－HCI　from　the　bovine　tibia，　and　was　purified　by　gel
filtration．　Following　measurement　of　molecular　weight，　BMP　was　mixed　with　acidic　atherocollagen
solution，　and　the　mixture　was　injected　into　the　fatty　and　non－fatty　quadriceps　Rats　were　sacrificed　4，　7，
14　and　21　days　after　infection，　and　serum　ALP　Levels　were　determined．　After　softex　imaging，　histologic
coronal　sections　of　the　thigh　were　observed．
　　The　non－fatty　rats　were　found　to　have　no　obvious　histologic　change　at　4　days，　but　cartilage－1ike　cells
at　7　days，　cartilage－like　cell　hypertrophy　at　14　days　and　osteoid　tissue　were　observed　in　759（o　of　the　rats
at　21　days　after　injection．　ln　the　fatty　rats，　on　the　other　hand，　cartilage－like　cells　appeared　as　early　as
4　days，　cartilage－like　cell　hypertrophy　in　about　7590　of　rats　at　14　days，　and　osteoid　tissue，　which　was
found　to　have　an　annular　structure　in　some　rats，　in　all　rats　at　21　days　after　injection．
　　The　serum　ALP　rapidly　increased　in　the　fatty　rats　at　7rv　14　days，　compared　to　the　values　obtained　in
the　non－fatty　rats，　with　a　significant　difference　between　the　2　groups　of　rats．
　　The　results　indicate　that　the　process　of　enchondral　ossification，　especially　the　process　of　induction　of
cartilaginous　cell　differentiation　tends　to　be　accelerated　by　the　injection　of　BMP．　lt　was　also　suggested
that　the　reactivity　of　tissue　to　BMP　is　one　factor　predisposing　to　ossification　in　the　fatty　rats．　Our　findings
may　be　helpfu1　in　investigating　systemic　factors　affecting　ossification　of　the　spinal　ligaments　in　humans．
〈Key　words＞　Zucker　fatty　rat，　Bone　morphogenetic　protein，　Ossification　of　posterior　longitudinal　ligament，
　　　　　　　　　　　Enchondral　ossification．
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